





































ル) で人工的に汚染化された土壌から取得したフェナントレン分解コンソーシアム MixEPa4 の解析を行った。 
 




	 フェナントレンの分解量は Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 機器を用いて測定し、菌数は
16S rRNA 遺伝子を定量することで推定した。また、細菌群集構造は MiSeq による 16S rRNA 遺伝子のアンプ
リコンシーケンスで解析した。 
	 その結果、MixEPa4 は、フェナントレンを唯一炭素源として含む最小液体培地での培養で一定の菌叢を維
持し、Alcaligenaceae 科 (属レベルでは Bordetella、Achromobacter)、Mycobacterium、Dyella、Burkholderia、
Pseudolabrys 属のそれぞれに分類される細菌で構成されていた。MixEPa4 からその主要構成細菌と同属の細菌
株 (Bordetella sp. EPa43 株、Mycobacterium sp. EPa45 株、Dyella sp. EPa41 株、Burkholderia sp. Bcrs1W 株、 
Pseudolabrys sp. Me6 株) を単離・解析した結果、Mycobacterium sp. EPa45 株のみがフェナントレン分解活性を
示したため、MixEPa4 でのフェナントレン分解細菌と非分解細菌の共存が判明した。単離株の一つである
Burkholderia sp. Bcrs1W 株について、全ゲノム配列を決定したが、本細菌株の 16S rRNA 遺伝子は、細胞外多







第二章：Mycobacterium sp. EPa45 株のフェナントレン分解機構の解析と生育に対する当該化合物影響の検討 







	 EPa45 株のフェナントレン代謝関連遺伝子を推定するため、NCBI から全ゲノム配列情報を取得した
（Accession No. CP011773.1）。その後、当研究室の大坪が作成した GenomeMatcher の BLASTinterface を用い
て EPa45 株のゲノムをデータベースとし、フェナントレン完全分解菌 M. vanbaalenii PYR-1 株で同定または推
定されているフェナントレン代謝関連遺伝子のアミノ酸配列を Query として BLASTP 検索をした。EPa45 株
の生育試験は、フェナントレンを含む最小寒天培地または栄養液体培地を用いて行った。フェナントレン含
有最小寒天培地の生育試験では、EPa45 株について 10 倍ずつの計 5 段階希釈液を作製して培地にスポットし















る細胞膜の損傷が GI 現象に起因していると考えられた。他の多環芳香族化合物 (PAH) 分解細菌株では分解
過程で活性酸素種 (ROS) が生成されることが知られている。そのため、ROS の除去に関わるカタラーゼや






第三章：Mycobacterium sp. EPa45 株の GI に対する非分解細菌株の効果 
	 第二章では、EPa45 株がフェナントレン培地で GI を受けることが判明した。本章では、GI が MixEPa4 由
来の非分解細菌株やそれらとは種や分離源の異なる非分解細菌株によって緩和される可能性について検討し
た。さらに、非分解細菌株による EPa45 株のフェナントレン分解に対する効果を検討した。 
	 具体的には、EPa45 株と非分解細菌株の二種混合培養系を構築し、フェナントレン最小寒天培地での EPa45
株のコロニー形成能を測定することで、EPa45 株生育に対する非分解細菌株の効果を検討した。また、フェ
ナントレン最小液体培地でも二種混合培養系を構築し、フェナントレンの分解量と EPa45 株の全 16S rRNA
遺伝子数を測定した。 
	 その結果、MixEPa4 由来 4 種の非分解細菌株 (Dyella sp. EPa41 株、Bordetella sp. EPa43 株、Pseudolabrys sp. 
Me6 株、Burkholderia sp. Bcrs1W 株) のいずれかと EPa45 株を混合培養することで、EPa45 株の GI 現象緩和
を見出した。特に Bcrs1W 株が 105程度の高い緩和効果を発揮した。EPa45 株に対する本効果を Suppression of 
Growth Inhibition (SGI) 効果と命名した。SGI 効果は、両株が接触した箇所で発揮され、Bcrs1W 株の単独培養
上清液や細胞粗抽出液、オートクレーブ処理またはホルマリン固定で調整した死細胞では発揮されなかった
ため、本効果には EPa45 株と非分解株生細胞の接触が重要なことが判明した。さらに、Bcrs1W 株以外にも、
種や分離源の異なるモデル土壌細菌 B. multivorans ATCC 17616 株や大腸菌 Keio collection 親株である
BW25113 株などが高い SGI 効果を示した。また、これら高い SGI 効果を示す細菌株は、最小寒天培地に資化
可能な炭素源を加えずとも微小コロニーを形成することができた。Keio collection から SGI 効果が著しく低下
した株をスクリーニングし、100 の当該株を選抜した。その多くはアミノ酸合成遺伝子や核酸合成遺伝子、補
酵素合成遺伝子を各々欠損した株 (各々44、17、16%) であった。これら 100 株のうち、99 株は最小寒天培地
とフェナントレン最小寒天培地において微小コロニー形成能 (生育能) が著しく低下しており、各株の SGI
効果の強度と生育能の強度には正の相関があった。同様の傾向は ATCC 17616 株のアミノ酸要求性株や、他
の種や分離源の異なる多くの細菌株でも認められた。以上の結果を統合すると、少なくとも「一定以上の菌
密度で存在する非分解細菌株生細胞が EPa45 株と直接的に接触できる条件で SGI 効果が示される」ことが判
明した。EPa45 株と同じ Actinobacteria 門に属する Rhodococcus 属細菌株では EPS が芳香族化合物に対する耐
性能に関わることが判明していたが、ATCC 17616 株由来の EPS は EPa45 株に対して SGI 効果を示さなかっ
た。また、フェナントレン含有最小液体培地を用いた検討で、Bcrs1W 株共在下で EPa45 株の生育とフェナン
トレン分解が僅かに促進されることを見出した。 
 
第四章：Mycobacterium sp. EPa45 株の GI 現象の分子機構解明と GI 現象の普遍性の検討 
	 これまでに GI 現象の誘導因子が明らかとなっていないため、本章では EPa45 株の推定フェナントレン分解
中間産物や他の PAHs に対する EPa45 株の生育能および分解能の相関性を検討することで、GI 現象と分解の
関連性を検証した。また、フェナントレンによる GI 現象の誘導因子を明確にするためには、EPa45 株のフェ
ナントレン分解能が欠損した株に当該基質を添加した際の効果の検証が有効と想定された。そこで、本章で
は EPa45 株のトランスポゾン挿入突然変異体からフェナントレン分解能欠損株をスクリーニングし、選抜株
がフェナントレンに対して GI 現象を示すかを検討した。また、GI 現象の普遍性について検証するため、種・
分離源の異なる PAH 分解細菌株の分解可能な PAHs に対する GI 現象を検討した。 
	 生育試験と分解試験は、芳香族化合物 (フェナントレン、1H2NA、フタル酸、プロトカテク酸、ビフェニ
ル、ナフタレン、ピレン、カルバゾール) のいずれか一つを含む最小寒天培地または最小液体培地を用いて
行った。生育試験では、EPa45 株について 10 倍ずつの計 5 段階希釈液を作製して培地にスポットした。各基




域の塩基配列の塩基配列決定は、ABI PRISM model 3130xl sequencer を用いて行った。また、EPa45 株の遺伝
子破壊株は、野生株についてシングルクロスオーバーで遺伝子を破壊することで作製した。さらに、野生型
遺伝子を pC4RP の KpnI site に導入することで、相補用プラスミドを作製した。 
	 その結果、EPa45 株は、フェナントレンのみならず、その分解中間産物の 1H2NA やプロトカテク酸、そし
て他の PAH であるビフェニルやナフタレンに対する分解活性を有するとともに、GI を示した。その一方で、
分解中間産物のフタル酸や他の PAHs であるピレンやカルバゾールに対する分解活性は検出されず、GI も示
さなかった。従って、分解可能な芳香族化合物が EPa45 株の GI に関与することが示唆された。本細菌株がフ
タル酸に対して分解活性を示さなかったのは、フタル酸を細胞内に取り込むためのトランスポーターを有し
ていないためと推定された。フェナントレン分解能が欠損したトランスポゾン挿入突然変異体として選抜し
た２株では、トランスポゾンがフェナントレン分解酵素遺伝子である nidD 内部や phtAd と phdI の間に挿入さ
れていた。1H2NA 分解酵素遺伝子 phdI の破壊株についても、1H2NA のみならず、フェナントレンに対する
分解能が著しく低下していたことも踏まえると、これら分解遺伝子の破壊はフェナントレンの初発分解に影
響を与えると示唆された。また、phdI 破壊株は野生株よりも強く GI を示したことから、1H2NA が GI 現象の
誘導因子だと示唆されたが、phdI の破壊株に野生型 phdI を相補しても破壊株と同様に強い GI を示したため、
1H2NA 以外の誘導因子の存在も示唆された。さらに、フェナントレンやナフタレン、ビフェニルによる GI
は、当該化合物を分解可能な M. vanbaalenii PYR-1 株でも見出され、また PYR-1 株が示す GI も Bcrs1W 株や
ATCC 17616 株との共在により緩和された。その一方で、他の多環芳香族化合物分解細菌株 (Rhodococcus sp. 
RHA1、Burkholderia sp. HB-1 株等) では、分解可能な PAHs に対する GI 現象が認められなかったため、PAHs




	 第四章では、分解可能な芳香族化合物が EPa45 株の GI に関与することが示唆され、第三章では、「一定以
上の菌密度で存在する非分解細菌株生細胞が EPa45 株と直接的に接触できる条件で SGI 効果が示される」こ
とが判明した。しかし、これらの分子機構が不明であったことから、本章ではフェナントレン含有並びに非
含有培地で培養した EPa45 株の RNA-seq 解析を実施することで GI 現象の分子機構の解明、そして EPa45 株
と ATCC 17616 株の二種混合培養系における RNA-seq 解析を実施することで SGI 効果の分子機構の解明を目
指した。 
【フェナントレン存在下での EPa45 株のゲノム情報発現（栄養液体培地）】 
	 フェナントレン添加で 4 倍以上の転写が増大並びに減少した遺伝子をそれぞれ 139 と 74 と見出した。増大
した遺伝子の約２割はフェナントレン分解に直接関与する酵素遺伝子群で 4.5-71 倍ほどの増大率であり、こ









	 EPa45 株のフェナントレンによる GI 現象に対する ATCC 17616 株の SGI 効果に関して、両株のゲノムレベ
ルでの遺伝子転写変動を検討した。このために、フェナントレン添加と非添加の固体培地で各株単独または
両株共存で培養したときの RNA-seq 解析を行ったところ、以下の点が判明した。 
(1) EPa45 株単独の場合には、上記液体培地で取得した場合とほぼ同様の結果を得た。 







質は細胞の酸素ストレスに耐性を付与するとされ、共存していた ATCC 17616 株が何らかの未知機構で EPa45
株の ROS による酸素ストレスを誘導した可能性が推定された。これが SGI 効果の分子機構を規定している可
能性が推測された。一方、ATCC 17616 株では、フタル酸をプロトカテク酸経由で分解するための遺伝子群が
該当した。EPa45 株のフェナントレン分解過程で中間産物としてのフタル酸の蓄積を見出しており、本産物
が共存している ATCC 17616 株のフタル酸分解系遺伝子群の転写誘導に関与したと推定された。このような
協調代謝は非分解細菌が分解菌と共在するメリットの一つとなりうると推定された。 
 
	 「コンソーシアムの理解に基づく微生物の高度利用と制御」は、今後の人類による微生物利用の重要キー
ワードである。例えば、バイオレメディエーションにおいて、純粋培養した分解菌株を実際の汚染環境に接
種しても速やかに消滅し、期待された機能を発揮できないことが知られている。本研究を基盤とした今後の
更なる研究で細菌叢の構成原理の詳細を理解することで、期待される機能を安定して発揮し続けるコンソー
シアムのデザインを可能にする重要な知見の提示が容易になると確信している。 
